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本論 


































図 1 今後予想される肥満の割合 
図 2 日本人の肥満割合 
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Fragaria ananassa 
第 1 章 イチゴ（Fragarea ananasssa）由来ポリフェノール類の単離 
 








れる香気成分には、  2,5-dimethyl-4-hydroxy-2H- 
furan-3-one(DMHF) や、 2,5-dimethyl-4-methoxy- 
2H-furan-3-one(DMMF), linalool, ethyl hexanoate などが発見されている 6)。 
可食部 1個あたりの重量は 10～20g、含まれる栄養成分は食物繊維 1.4％、た
んぱく質 0.9％、炭水化物 8.5％、ショ糖果糖ブドウ糖、水分約 90％である。有
機酸 0.8％含む。その他、アントシアニン類やケンフェロール、カテキン、ケル
セチンなど多くのポリフェノールを含んでいる 7)。イチゴから抽出されたポリフ
ェノールから、抗酸化活性、抗菌活性 8)、COX 阻害作用 9)、光保護作用 10)、発
がん予防作用などの報告がある。 
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合物 1～7及び 9～11）を得た（Figure 1 ）。 
Scheme 1. Extraction and isolation of Fragaria ananassa.     = new compound 


















Figure 1. Chemical structures isolated from strawberry 
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第 3 節 イチゴから単離した化合物の構造決定 
 
3.1. 新規化合物 quercetin-3-O--glucuronyl-(2→1)--D-xyloside (8) の構造
決定 
  
化合物 8 は HRFABMS の結果により分子式 C26H26O17(不飽和度：14)と決定
した。(m/z 609.1097 [M-H]- calculated for 609.1091  0.6 mmu) 
 1H-NMRスペクトルにおいて低磁場の 5つのプロトンH 6.17 (1H, d, J = 1.7 
Hz), 6.36 (1H, d, J = 1.7 Hz), 6.85 (1H, d, J = 8.6 Hz), 7.57 (1H, dd, J = 2.1, 8.6 
Hz), 7.68 (1H, d, J  = 2.1 Hz) により、2つの芳香環の存在が示唆された。これ
らのプロトンは化合物 9 のシグナルと類似しているため、化合物 8 はフラボン
骨格を有していると考えられた。さらにH 4.74 (1H, d, J = 6.5 Hz), 5.57 (1H, d, 
J = 7.9 Hz) のアノメリックプロトンから、糖が 2 つ存在すると推測された。
1H-1H COSYスペクトルにおいて、H-1’’(H 5.57) から H-2’’(H 3.74), H-3’’(H 
3.64) まで相関が観測されたこと、H-1’’から C-5’’、H-5’’からカルボキシル炭素
へHMBC相関が観測されたことから、糖の 1つは-グルクロン酸であると決定
した。また、H 5.57 (1H, d, J = 7.9 Hz) のアノメリックプロトン及び 5つの糖
由来プロトンH 3.17 (1H, dd, J = 11.7 , 12.4 Hz ), 3.31 (1H, m), 3.33 (1H, m), 
3.45 (1H, m), 3.88 (1H, dd, J = 11.7, 12.7 Hz) より 5炭糖の存在が示唆された。
しかし、H-2’’’と H-3’’’のケミカルシフトが近く、カップリング定数を確認するこ
とができなかったため、NMRスペクトルによる糖の特定には至らなかった。そ
こで先に糖の結合位置について考察した。H-1’’ から C-3 ( 135.1) へ HMBC相
関が観測されたことから-グルクロン酸がケルセチンの 3 位に結合していると
考えられた。さらに、H-1’’’ ( 4.74) から C-2’’ ( 82.0) へ HMBC 相関が観測さ
れ、H-2’’ から C-2’’ へ HMQC 相関が観測されたため、5 炭糖は-グルクロン
酸の 2位に結合していると推測した。 
 次に、5 炭糖の種類および、絶対立体配置を決定するために、化合物 8 を酸
加水分解し、脱塩後、 NH2 HPLC を用いて分取した。得られた糖と、標品の 
D-(+)-xyloseの 1H-NMR および、比旋光度を測定したデータがそれぞれ一致し
たため、化合物 8 を構成する 5 炭糖は D-(+)-xylose であると同定した。一方、 
-グルクロン酸については、 HPLC で得たどのフラクションにも確認できず、
絶対立体配置を決定するまでには至らなかった。 
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Table 1. 1H and 13C NMR spectral data of compound 8 (in CD3OD). 
position H (ppm) mult J (Hz) C (ppm) 
2    158.5 
3    135.1 
4    179.5 
5    163.1 
6 6.17 d 1.7 99.7 
7    165.7 
8 6.36 d 1.7 94.5 
9    158.4 
10    105.9 
1’    123.1 
2’ 7.68 d 2.1 117.5 
3’    146.0 
4’    149.7 
5’ 6.85 d 8.6 116.1 
6’ 7.57 dd 2.1, 8.6 123.3 
grucuronide     
1’’ 5.57 d 7.9 100.9 
2’’ 3.74 dd 7.9, 8.6 82.0 
3’’ 3.64 t 8.6 77.5 
4’’ 3.62 m  78.0 
5’’ 3.62 m  73.2 
6’’    174.9 
xyloside     
1’’’ 4.74 d 6.5 105.3 
2’’’ 3.31 m  74.9 
3’’’ 3.33 m  77.0 
4’’’ 3.45 m  71.0 
5’’’a 3.17 dd 11.7, 12.4 66.5 
5’’’b 3.88 dd 11.7, 12.7  
600 MHz for 1H-NMR and 150 MHz for 13C-NMR 
- 8 - 
 
  
































































































4''  1H-1H COSY 
 key HMBCs 





3.2.1. pelargonidin-3-O - -glucoside (1) の同定 
化合物 1 は FABMS スペクトルにおいて m/z 433 [M+H]+ が観測され、さら
に、1H-NMR スペクトルデータを文献値 11)と比較し、pelargonidin -3-O- 
-glucoside と同定した。 
 
3.2.2. 4-O - -glucopyranosyl-p-coumaric acid (2) の同定 
 化合物 2 は FABMS スペクトルにおいて m/z 325 [M-H]- が観測され、さら
に 1H-NMR スペクトルデータを文献値 12)と比較し、4-O--glucopyranosyl- 
p-coumaric acid と同定した。 
 
3.2.3. (2R, 3R)-2,3-dihydroquercetin-7-O --glucoside (3) の同定 
 化合物 3 は 1H-NMR スペクトルデータを文献値 13)と比較し、さらに CD ス
ペクトルにおいて 290 nm 付近に負のコットン効果と、 330 nm 付近に正のコ
ットン効果が観測され、これを文献値 14) と比較し、 (2R, 3R)-2,3- 
dihydroquercetin-7-O --glucosideと同定した。 
 
3.2.4. brevifolin carboxylic acid (4) の同定 
 化合物 4 は、FABMS スペクトルにおいて、擬似分子イオンピーク m/z 293 
[M+H]+ が観測され、さらに、  HRFABMS スペクトルにより、分子式が 
C13H8O8 であると決定した。1H-NMR スペクトルデータを文献値 15)と比較す
ることにより、化合物 4 は brevifolin carboxylic acid と同定した。 
 
3.2.5. trans -p -coumaric acid (5) の同定 
 化合物 5 は FABMS スペクトルにおいて m/z 165 [M+H]+ が観測され、さ
らに、  1H-NMR スペクトルデータを文献値 16)と比較することにより、 
trans-p-coumaric acid と同定した。 
 
3.2.6. (-)-evofolin B (6) の同定 
 化合物 6 は []D -17.0°(c 0.04, MeOH) を示し、 FABMS スペクトルにおい
て m/z 317 [M-H]- が観測され、さらに、 1H-NMR スペクトルデータを文献値
17)と比較することにより、 (-)-evofolin B であると同定した。 
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3.2.7. trans -ferulic acid (7) の同定 
 化合物 7 は FABMS スペクトルにおいて m/z 195 [M+H]+ が観測され、さ
らに、  1H-NMR スペクトルデータを文献値 18)と比較することにより、
trans-ferulic acid と同定した。 
 
3.2.8. quercetin-3-O - -glucuronide (9) の同定 
 化合物 9 は、HRFABMS スペクトルにおいて  m/z 479.0824 [M+H]+ 
(calculated for 479.0825 -0.2 mmu) が観測され、分子式 C21H19O13 である
と決定した。1H-NMR スペクトルデータを文献値 19)と比較し、quercetin-3-O- 
-glucuronide と同定した。 
 
3.2.9. kaempferol-3-O - -glucoside (10) の同定 
 化合物 10は、FABMS スペクトルにおいて m/z 447 [M-H]- が観測され、さ
らに、  1H-NMR スペクトルデータを文献値 20)と比較することにより、
kaempferol-3-O - -glucoside と同定した。 
 
3.2.10. strictinin (11) の同定 
 化合物 11 は、 FABMS スペクトルにおいて m/z 633 [M-H]- が観測され、
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有意に抑制した。(Figures 4 and 5) 化合物 2 (フェニルプロパノイド類)、化合
物6と8(フラボノイド類) 、及び化合物4と11 (タンニン類) は最終濃度が10M
～50Mの範囲で濃度依存的に脂肪蓄積を抑制した。 
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(A) Effects of some flavonoids isolated from strawberry  




















Figure 4. Effects of polyphenolic compounds on adipogenesis in cultured rat white adipocyte. 
(B) Effects of some phenylpropanoids isolated from 
strawberry on adipogenesis in cultured rat white 
adipocyte. 
(C) Effects of some tannins isolated from 
strawberry on adipogenesis in cultured rat 
white adipocyte. 
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Figure 5. Morphological changes in rat white adipocytes treated with some polyphenolic compounds (50 M) 
isolated from strawberry. Cells were stained with Oil Red O after cultivation (×200). 
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1D, 2D-NMR スペクトルを解析した結果、新規化合物 quercetin -3-O 
--glucuronyl-(2→1)--D-xyloside (8) と 10種の既知化合物 pelargonidin -3-O 
--glucoside (1), 4-O - -glucopyranosyl-p -coumaric acid (2), (2R, 3R) -2,3- 
dihydroquercetin-7-O -  -glucoside (3), brevifolin carboxylic acid (4), trans - 
p-coumaric acid (5), (-)-evofolin B (6), trans-ferulic acid (7), quercetin- 3-O - 
-glucuronide (9), kaempferol-3-O - -glucoside (10), strictinin (11), を得た。単
離した 11の化合物について、ラット白色脂肪細胞を用いた脂肪蓄積阻害試験を
行ったところ、化合物 1 と 7 を除く全ての化合物が、有意に脂肪蓄積を抑制
し、新規化合物である 8 及び化合物 2, 6, 4, 11 は、最終濃度が 10M～50M
の範囲で濃度依存性を示した。また、フェニルプロパノイド類の化合物のうち、
化合物 2、5 が有意に脂肪蓄積を抑制したのに対し、化合物 7 には活性が認め
られなかったことから、ベンゼン環の 3 位に存在するメトキシ基が、脂肪蓄積
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arctigenin および、arctigenan などの lignan類があり、NO 産生阻害、前立
腺癌細胞に対する増殖抑制、白血球の分化誘導作用などが報告されている 22)-28)。
また根からは lappaol や sesquiterpenoids、polyacetylenic、phytoalexins、xyloglucans、
fructofuranan などが単離されている 29)-33)。なお、caffeoylquinic acid 誘導体につ
いては、1995 年にゴボウの根から単離されている 34)。 
本研究では、ゴボウの根部分の熱水抽出物について DPPH法による抗酸化活
性を指標として生理活性物質の探索を行った。単離した化合物についてヒト単
球系細胞 THP-1 が産生する免疫応答関連サイトカインに及ぼす影響を in vitro
試験により調べた。 
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第 1 章 ゴボウ(Arctium lappa L.) 由来 caffeoylquinic acid 誘導体の単離 
 
第 1 節 ゴボウについて 
ゴボウ Arctium lappa L. はキク科ゴボウ属の 2年生草本で、根は真っ直ぐに




















                   
  
ゴボウ Arctium lappa L. 
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第 2 節 Caffeoylquinic acid 誘導体の単離 
 
 ゴボウの根の粉末 1.11 kg を熱水抽出し、Scheme 2の手順で 50% MeOH分
画について、抗酸化活性試験 (DPPH 法) を指標に HP-20、LH-20、ODS カ
ラムクロマトグラフィー、HPLC を用いて順次分画、精製し、2 種の既知化合



















Scheme 2. Extraction and isolation of A. lappa. 
 
  
Dried-root powder of A. lappa (1.11kg) 
HP-20 
H2O extract 50% MeOH extract MeOH extract 
Hot water extract 
Extract (720 g) 







13  (34.1 mg) 
14  (22.1 mg) 
15  (34.4 mg) 
12 (12.2 mg) 
= new compound 



































































= new compound 
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第 3 節 ゴボウから単離した化合物の構造決定 
 
3. 1. 新規化合物の構造決定 
 
3. 1. 1.  1-O -,4-O -dicaffeoyl-3-O -(2-hydroxysuccinyl)quinic acid (14) の構造
決定 
 化合物14はFABMS スペクトルから、擬似分子イオンピーク m/z 631 [M-H]- 
が得られ、HRFABMS スペクトルにより分子式を C29H28O16 (不飽和度 : 16) 
と決定した。(m/z: 631.1302 [M-H]– (calculated for 631.1299  0.3 mmu) 
 1H-NMRスペクトルにおいて低磁場の7つのプロトンH 6.21 (1H, d, J = 16.1 
Hz), 6.27 (1H, d, J = 16.1 Hz), 6.76 (2H, d, J = 7.8 Hz), 7.00 (2H, dd, J = 2.0, 
7.8 Hz), 7.04 (2H, d, J  = 2.0 Hz), 7.45 (1H, d, J = 16.1 Hz), 7.48 (1H, d, J = 
16.1 Hz)、13C-NMR スペクトルのC 113.9, 114.1, 114.8, 115.0, 115.7, 115.8, 
121.2, 121.3, 125.3, 125.5, 145.1, 145.7, 145.5, 145.6, 148.3, 148.5, 165.3, 
166.0から2つの芳香環の存在が示唆された。1H-1H COSYスペクトルにおいて、
H-7’(H 7.45) と H-8’(H 6.21)、H-7’’(H 7.48) と H-8’’(H 6.27) に相関が観測
されたことから、これら 4 つのプロトンはそれぞれトランス型の二重結合を形
成していると考えた。また H-5’(H 6.76) と H-6’(H 7.00)、H-5’’(H 6.76) と
H-6’’(H 7.00) にそれぞれ相関が観測されたこと、さらに H-2’ (H 7.04) から
C-6’、 H-2’’ (H 7.04) から C-6’’、 H-5’ から C-1’, C-3’、 H-5’’ (H 7.04) から
C-1’’, C-3’’、H-6’から C-2’, C-4’、H-6’’から C-2’’ , C-4’’ へ HMBC 相関が観測さ
れたこと、加えてフェノール性水酸基への結合(C-3’, C-4’ 及び C-3’’, C-4’’) が観
測されていることからカテコール型のフェノール性水酸基を有する 2 つの
caffeoyl基の存在が示唆された。一方、1H-1H COSY スペクトルにおいて、H-2 
(H 2.35-2.59, 2H, m) から H-3 (H 5.40, 1H, m)、H-4 (H 4.88, 1H, dd, J = 3.4, 
9.3 Hz)、H-5 (H 4.12, 1H, ddd, J = 3.9, 9.3, 11.7 Hz)、H-6 (H 1.89, 2.35-2.59, 
2H, m) まで相関が観測されたこと、また H-3、H-4、H-5 のケミカルシフトか
ら水酸基の結合が示唆され、H-3 から C-1 に HMBC 相関が観測されたこと、
NMR の文献値 34) との比較により、quinic acid の存在が明らかになった。H-5 
と H-4 のカップリング定数が 9.3 Hz であったため、 H-5 と H-4 は、
axial-axial の関係にあること、H-4 と H-3 のカップリング定数が 3.4 Hz で
あったため、H-4 と H-3 は axial-equatorial の関係にあることが示唆された。 
そして、H-3’’’ (H 4.22, 1H, dd, J = 4.9, 7.8 Hz) と H-2’’’ (H 2.35-2.59, 2H, m) 
に 1H-1H COSY相関が観測されたこと、H-3’’’ のケミカルシフトから C-3’’’ に
水酸基の結合が示唆されたこと、H-2’’’ から C-1’’’、H-3’’’ から C-4’’’ へ HMBC
- 20 - 
 
相関が観測されたことから、C-1’’’ から C-4’’’ までの結合が示唆され、文献値 36) 
との比較により、リンゴ酸の存在が明らかになった。 
 なお、これまでに単離が報告されている caffeoylquinic acid 誘導体は、quinic 
acid の水酸基に caffeoyl 基や succinyl 基 がエステル結合しているカーボン
に結合したプロトンは低磁場にシフトしている 37)-40)。化合物14においてはH-3
と H-4 が低磁場にシフトしている。このことから C-3 と C-4 に caffeoyl 基、
2-hydroxysuccinyl 基 (リンゴ酸) のいずれかが結合していると考えられ、H-4 
から C-9” へ HMBC 相関が観測されたことから、 C-4 に caffeoyl 基が結合し
ていることが明らかになった。 
 以上より化合物 14の構造は 1-O -, 4-O -dicaffeoyl- 3 -O - (2-hydroxysuccinyl) 
quinic acid, または 3-O -, 4-O -dicaffeoyl-1-O -(2-hydroxysuccinyl) quinic acid 
が考えられた。しかし、H-3から C-1’” , C-9’いずれへも HMBC相関が観測され
ず、NMRスペクトルからの構造解析には至らなかった。 
 そこで、化合物 14の CDスペクトルを測定した（Figure 10）。caffeoyl基の
UV吸収が見られる 270-370 nm においてCotton効果の観測が確認されなかっ
た。この結果より 2 つの caffeoyl 基は直線上にあり、ねじれの関係にないと考
えた。よって、化合物 14の構造を1-O -,4-O -dicaffeoyl-3-O -(2-hydroxysuccinyl) 
quinic acid であると決定した。 
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Table2. 1H- and 13C-NMR spectral data of compound 14 (in DMSO-d6). 
500 MHz for 1H-NMR 13C-NMR 
*: observed by CD3OD 
position H (ppm) mult J (Hz) C (ppm) 
1    78.9 
2 2.35-2.59 m  32.2 
3 5.40 m  68.6 
4 4.88 dd 3.4, 9.3 74.1 
5 4.12 ddd 3.9, 9.3, 11.7 63.3 
6ax 1.89 m  42.1* 
6eq 2.35-2.59 m   
caffeoyl     
1’, 1’’    125.3, 125.5 
2’ 2’’ 7.04 d 2.6 114.8, 115.0 
3’, 3’’    145.5, 145.6 
4’, 4’’    148.3, 148.5 
5’, 5’’ 6.76 d 7.8 115.7, 115.8 
6’, 6’’ 7.00 dd 2.6, 7.8 121.3, 121.3 
7’ 7.48 d 16.1 145.1 
7’’ 7.45 d 16.1 145.7 
8’ 6.27 d 16.1 114.1 
8’’ 6.21 d 16.1 113.9 
9’    165.3 
9’’    166.0 
malic acid     
1’’’    169.5 
2’’’ 2.35-2.59 m  40.5* 
3’’’ 4.22 dd 4.9, 7.8 66.7 
4’’’    174.2 
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3. 1. 2. 1-O -,5-O -dicaffeoyl-3-O -(2-hydroxysuccinyl) quinic acid (15)の構造決
定 
 
 化合物15はFABMS スペクトルから、擬似分子イオンピーク m/z 631 [M-H]- 
が得られ、HRFABMS スペクトルにより分子式を C29H28O16 (不飽和度: 16) と
決定した。(m/z: 631.1301 [M-H]– (calculated for 631.1299  0.2 mmu) 
 1H-NMR スペクトルにおいて低磁場の 10 個のプロトンH 6.21 (1H, d, J = 
15.9 Hz), 6.25 (1H, d, J = 15.9 Hz), 6.76 (2H, d, J = 8.1 Hz), 7.00 (2H, dd, J = 
1.5, 8.1 Hz), 7.06 (2H, d, J  = 1.5 Hz), 7.48 (2H, d, J = 15.9 Hz) 、13C-NMR
スペクトルにおいてC 113.7, 113.9, 114.8, 115.0, 115.8, 115.8, 121.3, 121.3, 
125.3, 125.5, 145.4, 145.9, 145.5, 145.6, 148.4, 148.5, 165.1, 165.9から 2つの
芳香環の存在が示唆された。1H-1H COSYスペクトルにおいて、H-7’(H 7.48) と 
H-8’(H 6.21)、H-7’’(H 7.48) と H-8’’(H 6.25) に相関が観測されたことから、
これら 4 つのプロトンはそれぞれトランス型の二重結合を形成していると考え
た。またH-5’(H 6.76) と H-6’(H 7.00)、H-5’’(H 6.76) と H-6’’(H 7.00) にそ
れぞれ相関が観測されたこと、さらに H-2’ (H 7.06) から C-6’、 H-2’’ (H 7.04) 
から C-6’’、H-5’ から C-1’, C-3’、H-5’’から C-1’’, C-3’’、H-6’から C-2’, C-4’、H-6’’
から C-2’’ , C-4’’ へ HMBC相関が観測されたこと、加えてフェノール性水酸基
への結合(C-3’, C-4’ 及び C-3’’, C-4’’) が観測されていることからカテコール型
のフェノール性水酸基を有する 2 つの caffeoyl 基の存在が示唆された。一方、
1H-1H COSY スペクトルにおいて、H-2 (H 2.30-2.48, 2H, m) から H-3 (H 
5.29, 1H, m)、H-4 (H 3.85, 1H, dd, J = 3.4, 9.3 Hz)、H-5 (H 5.17, 1H, ddd, J = 
3.9, 9.3, 11.7 Hz)、H-6 (H 1.97, 2.30-2.48, 2H, m) まで相関が観測されたこと、
また H-3、H-4、H-5 のケミカルシフトから水酸基の結合が示唆され、H-3 か
ら C-1に HMBC相関が観測されたこと、NMR の文献値 34) との比較により、
quinic acid の存在が明らかになった。H-5 と H-4 のカップリング定数が 8.6 
Hz であったため、 H-5 と H-4 は、axial-axial の関係にあること、H-4 と 
H-3 のカップリング定数が  3.2 Hz であったため、H-4 と  H-3 は 
axial-equatorial の関係にあることが示唆された。そして、H-3’’’ (H 4.24, 1H, 
dd, J = 4.9, 7.8 Hz) と H-2’’’ (H 2.50-2.67, 2H, m) に 1H-1H COSY相関が観測
されたこと、H-3’’’ のケミカルシフトから C-3’’’ に水酸基の結合が示唆されたこ
と、H-2’’’ から C-1’’’、H-3’’’ から C-4’’’ へ HMBC相関が観測されたことから、
C-1’’’ から C-4’’’ までの結合が示唆され、文献値 36) との比較により、リンゴ酸
の存在が明らかになった。 
 化合物14と同様にquinic acid の水酸基に caffeoyl 基や succinyl 基 がエス
テル結合しているカーボンに結合したプロトンは低磁場シフトしていると考え
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られる。化合物 15 では H-3 と H-5 が低磁場にシフトしている。このことから
C-3 と C-5 に caffeoyl 基、2-hydroxysuccinyl 基 (リンゴ酸) のいずれかが結
合していると考えられ、H-5 から C-9” へ HMBC 相関が観測されたことから、 
C-5 に caffeoyl 基が結合していることが明らかになった。 
 以上より化合物 15の構造は 1-O -, 5-O -dicaffeoyl-3-O -(2-hydroxysuccinyl)  
quinic acid, または 3-O -,5-O -dicaffeoyl-1-O -(2-hydroxysuccinyl) quinic acid 
が考えられた。しかし、H-3から C-1’” , C-9’いずれへも HMBC相関が観測され
ず、NMRスペクトルからの構造解析には至らなかった。 
 そこで、化合物 15の CDスペクトルを測定した（Figure 13）。caffeoyl基の
UV 吸収が見られる 270-370 nm において正の第一 Cotton 効果、負の第二
Cotton効果が確認された。この結果より 2つの caffeoyl基は時計回りのねじれ
の位置関係にあると考えた。quinic acid は負の旋光度を持ち、化合物 15は正の
キラリティを持つことから、構造を 1-O -,5-O -dicaffeoyl-3-O -(2-hydroxyl 
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Table3. 1H- and 13C-NMR spectral data of compound 15 (in DMSO-d6). 
500 MHz for 1H-NMR and 13C-NMR 
*: observed by CD3OD 
position H (ppm) mult J (Hz) C (ppm) 
1    78.7 
2 2.30-2.48 m  31.9 
3 5.29 m  71.1 
4 3.85 dd 3.2, 8.6 68.5 
5 5.17 ddd 3.9, 8.6, 9.8 69.7 
6ax 1.97 m  35.1 
6eq 2.30-2.48 m   
caffeoyl     
1’, 1’’    125.3, 125.5 
2’ 2’’ 7.06 d 1.5 114.8, 115.0 
3’, 3’’    145.5, 145.6 
4’, 4’’    148.4, 148.5 
5’, 5’’ 6.76 d 8.1 115.8, 115.8 
6’, 6’’ 7.00 dd 1.5, 8.1 121.3, 121.3 
7’, 7’’ 7.48 d 15.9 145.4, 145.9 
8’ 6.25 d 15.9 113.7 
8’’ 6.21 d 15.9 113.9 
9’    165.1 
9’’    165.9 
malic acid     
1’’’    169.8 
2’’’ 2.50-2.67 m  40.5* 
3’’’ 4.24 dd 4.9, 7.1 66.7 
4’’’    174.4 






Figure 11. Planar structure of compound 15. 
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3.2.1. 1-O -, 5-O -dicaffeoyl-3-O -succinylqunic acid (12) の同定 
化合物 12は HRFABMS スペクトルにより分子式 C29H28O15 (不飽和度 : 16) 
であると決定した。さらに、1H-NMRスペクトルデータ及び旋光度を文献値 34)
と比較し、1-O -, 5-O -dicaffeoyl-3-O -succinylqunic acid と同定した。 
 
3.2.2. 5-O -caffeoylquinic acid (chlorogenic acid) (13)の同定 
 化合物 13は HRFABMS スペクトルより分子式 C16H18O9 (不飽和度 : 8) で
あると決定した。1H-NMRスペクトルデータ及び、旋光度の値を文献値 35) と
比較し、 5-O -caffeoylquinic acid (chlorogenic acid) であると同定した。 
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第 2 章 単離したゴボウ由来 Caffeoylquinic acid 誘導体の生理活性評価 
 





られた。特に 12, 14, 15 は ascorbic acid の 2倍近い強度が確認された。 
monocaffeoyl化合物の chlorogenic acid より dicaffeoyl化合物の方が強い活
性を示した。caffeoylquinic acid誘導体が抗酸化活性を有することは既に報告さ
れている 34), 37)が、今回の結果から活性の強度について caffoyl基の数と結合位
置、水酸基の有無が関わっていると考えられた。 
 
Table 4. DPPH radical scavenging activity of isolated four compounds (12 – 15). 
 
  
Compound IC50 (M) r 
12 5.96 0.99981 
13 15.1 0.99721 
14 6.31 0.99595 
15 6.34 0.99691 
Ascorbic acid 11.0 0.99823 
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THP-1 細胞を大腸菌由来毒素のエンドトキシン (lipopolysaccharide: LPS) で
刺激して炎症関連サイトカインを誘導する方法を用いた。培養した THP-1 細胞
に caffeoylquinic acid 誘導体 12~ 15 を添加し、100 ng/mL の LPS 刺激及び
未刺激時に産生される炎症関連サイトカイン (TNF-, IL-6) の濃度を ELISA 





NF-IL-6  を誘導し、IL-8 や MCP-1 などのケモカインの産生亢進及び、細胞
接着分子の発現亢進、B 細胞から抗体産生細胞への分化促進など炎症応答の慢
性化に関与している。これらのサイトカインを測定することによって、12 ~ 15 
の炎症や免疫応答に対する作用を検討した。 
はじめに、TNF-、IL-6 について、サイトカイン産生の時間経過を調べるた
め、24 hr、36 hr、48 hr の 3 点、最終濃度 10、100M における培養液上
清中のサイトカイン産生量を測定した。 
 結果、LPS (+) の条件下では、TNF- と IL-6 は共に 24 hr の産生量が最
も多く、LPS (-) の条件下では、TNF- は 36 hr、IL-6 は 48 hr の産生量が
最も多かった。また、12, 14, 15 は、LPS (+) 条件下で、TNF- および IL-6 産
生を上昇させた (Figures. 14-17)。 
次に、LPS (+) 条件下において最も産生量の多かった 24 hr、最終濃度 5、
10、50 M における 12 から 15の炎症関連サイトカイン産生に対する影響を調




なお、12 ~15の細胞生存率について MTT 法を用いて検討した結果、LPS (+) 
条件下、12 (50 M) および、LPS (-) 条件下、14 (50 M) に弱い細胞毒性が見
られたが、有意差がなかった。このことにより今回の結果は細胞生存率に影響
を受けていないと考えた。 
12, 15 は、TNF- と IL-6 産生において、14は TNF- 産生において、そ
れぞれサイトカインの産生を上昇させた。これらのサイトカインは、免疫応答
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開始のシグナルを担う因子であることを考慮すると、caffeoylquinic acid 誘導











Figure 14. Time-course kinetics of TNF- and IL-6 productions in cultured THP-1 cells co-stimulated with or 
















Figure 15. Time-course kinetics of TNF- and IL-6 productions in cultured THP-1 cells              



















Figure 16.  Time-course kinetics of TNF- and IL-6 productions in cultured THP-1 cells              











Figure 17.  Time-course kinetics of TNF- and IL-6 productions in cultured THP-1 cells co-stimulated 


















Figure 18.  Effects on inflammatory cytokine production in cultured THP-1 cells at 24hr. 
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第 3 章 小括 
 
 ゴボウに含まれる生理活性成分の探索を行った結果、ゴボウの熱水抽出物から
既知化合物1-O -,5-O -dicaffeoyl-3-O -succinylquinic acid (12) と 5-O -caffeoyl 
quinic acid (chlorogenic acid) (13) 、新規化合物 1-O -,4-O -dicaffeoyl-3-O -(2- 
hydroxysuccinyl) quinic acid (14) 及び 1-O -,5-O -dicaffeoyl-3-O -(2-hydroxy 
succinyl)quinic acid (15) を単離した。Caffeoylquinic acid 誘導体にリンゴ酸
が結合した化合物の単離報告は、今回がはじめてである。 
単離した 4 種の化合物に対して、DPPH ラジカル消去活性試験を行ったと
ころ、すべての化合物は、IC50 = 5.96 ~ 15.1 M の濃度でフリーラジカル消去
活性が認められた。また、dicaffeoyl 化合物(12, 14, 15)の方が chlorogenic acid
より強い活性を示し、陽性対照となる ascorbic acid の約 2 倍のフリーラジカ
ル消去活性が認められたことから、新規な抗酸化剤として利用できる可能性が
示唆された。 
これらの抗酸化活性をもつ 4 種の化合物について、ヒト単球系細胞の 
THP-1 が産生するサイトカインに及ぼす影響を調べた結果、12, 15 は、TNF- 










は結合位置の異なる mono、di、tri、tetra caffeoyl 体や feruloyl 体、succinyl 
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※ 投与量： 1000 mg/kg 単回 















Figure 19. blood corticosterone concentrate in stressed mouses 
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1D, 2D-NMR スペクトルの解析の結果、新規化合物 quercetin-3-O 
--glucuronyl-(2→1)--D-xyloside (8) と 10種の既知化合物 pelargonidin -3-O 
--glucoside (1), 4-O --glucopyranosyl-p -coumaric acid (2), (2R, 3R)-2,3- 
dihydroquercetin-7-O --glucoside (3), brevifolin carboxylic acid (4), trans -p 
- coumaric acid (5), (-)-evofolin B (6), trans -ferulic acid (7), quercetin-3-O - 








から 2 種の新規化合物 1-O -,4-O -dicaffeoyl-3-O -(2-hydroxysuccinyl) quinic 
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acid (14), 1-O -, 5-O -dicaffeoyl -3-O -(2-hydroxysuccinyl) quinic acid (15) を 2
種の既知化合物 1-O -,5-O -dicaffeoyl-3-O -succinylqunic acid (12), chlorogenic 
acid (13)とともに得た。化合物 14 は天然から見つかったリンゴ酸が結合した
caffeoylquinic acid誘導体として初めて化合物である。単離した 4種の化合物に
対して、DPPHラジカル消去活性の評価・ヒト単球系細胞 THP-1が産生する免
疫応答関連サイトカインの及ぼす影響を in vitro試験により調べた、化合物 14
は TNF-に対し選択制を示し、化合物 12及び化合物 15は濃度依存性を示した。
この結果より、ゴボウ由来カフェオイルキナ酸誘導体は免疫力を高める機能性
があると推測された。 



















・旋光度 ([]D)：Horiba SEPA-300 型旋光度計 
・紫外線吸収 (UV) スペクトル：SHIMAZU UV-1600 分光計 
・質量分析 (MS) スペクトル：JEOL JMS SX-102 型質量分析装置 
・核磁気共鳴 (NMR) スペクトル：JEOL ECA-600 型核磁気共鳴装置 
・円二色性 (CD) スペクトル：JASCO J-820 型円二色性分散計  




Waters 2487 Dual  Absorbance Detector 
Waters 600 Pump 
・HPLC 用カラム： 
DevelosilTM ODS-HG-5; 20×250 mm (NOMURA CHEMICAL) 
DevelosilTM ODS-UG-5; 20×250 mm (NOMURA CHEMICAL) 
DevelosilTM Packed Column C30-UG-5; 20 × 250 mm (NOMURA 
CHEMICAL) 
Intersil® NH2; 20×250 mm (GL Sciences) 
・カラムクロマトグラフィー用担体： 
DIAION HP-20 (Mitsubishi Chemical) 
Sephadex® LH-20 (Pharmacia) 
Wakogel® 40C18 (Wako) 
・薄層クロマトグラフィー (TLC) ： 
Silicagel 60F 254 (MERCK) 
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・Rat white adiposyte ：TaKaRa 











・Mildform® 20 NM：Wako 
・PBS：TaKaRa 
・trypsin/EDTA：GIBCO 
・3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)：
Nacalai tesque 
・sodium dodecyl sulfate (SDS)：Wako 




p -アニスアルデヒド 10 mL を MeOH 330 mL に溶解し、AcOH 3 mL および 
H2SO4 12 mL を加え、常温で保存したものを使用した。 
・増殖培地 
DMEM 500 mL に FBS (50 mL)、 PC/ST (5 mL)、 ascorbic acid (1 mL)、 
biotin (1 mL)、 pantothenic acid (1 mL)、 triiodothyronine (0.5 mL)、 octanoic 
acid (1 mL) を加え、4℃で保存したものを使用した。 
・分化培地 
増殖培地 100 mL に insulin (1 mL)、dexamethasone (0.5 mL)、3-isobutyl- 
1-methylxanthine (0.1 mL) を加え、4℃で保存したものを使用した。 
・維持培地 
増殖培地 100 mL に insulin (1 mL) を加え、4℃で保存したものを使用した。 
・PBS 溶液 
PBS tablet (100 mg/tablet) 10 錠をミリ Q 水 1 L に溶解したものを使用した。 
・5% MTT溶液 
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MTT を 5 w/v% になるように PBS 溶液に溶解して濾過滅菌し、4℃ で遮光保
存したものを使用した。 
・10 w/v% SDS-DMF 溶液 
SDS 40 g を 0.01 N HCl 200 mL に溶解し、これと DMF 200 mL を混合し、
室温で保存したものを使用した。 
 
第 1 章 イチゴ（Fragarea ananasssa）由来ポリフェノール類の単離 
第 1 節 イチゴ由来ポリフェノールの分取・単離 
 
とちおとめの可食部および、果実を圧搾した後の残渣 8 kg をオートクレー
ブで 90℃、 60 分、熱水抽出し、エキス 598 g を得た。その熱水抽出物を、 H2O、 
10% EtOH、50% EtOH、100% EtOH を溶出溶媒とし、 HP-20 カラムクロマ
トグラフィーにより分画した。続いて、ラット白色脂肪細胞を用いた脂肪蓄積
抑制試験において、活性の強かった 50% EtOH 画分 (30.6 g) を、 LH-20 カ
ラムクロマトグラフィーにより分画し、Fr. A ～ D を得た。なお、溶出溶媒に
は 10%、 50%、 100% MeOH/H2O を用いた。この中で、脂肪蓄積抑制試験
において活性の強かった Fr. B (溶出溶媒; 10 ～ 50% MeOH/H2O) および、 Fr. 
C (溶出溶媒; 50% MeOH/H2O) を、脂肪蓄積抑制試験を指標に、以下に記すよ
うに分画した。 
 
Fr. B の一部 (0.932 g) を ODS カラムクロマトグラフィーにより分画し 
(溶出溶媒; 10%, 15%, 20%, 50%, 100% EtOH/H2O) 、 15% EtOH/H2O で溶出
した画分 (124.9 mg) をさらに ODS フラッシュカラムクロマトグラフィーを
用いて分画した (溶出溶媒; 15%, 30%, 40%, 100% MeOH/H2O/0.05% AcOH) 。
30% MeOH/H2O/0.05% AcOH で溶出した画分 (29.2 mg) を ODS HPLC に
より精製し  (溶出溶媒 ; 30% MeOH/0.1% HCOOH) 、pelargonidin-3-O 
--glucoside (1) (7.36 mg) を得た。 
また、 Fr. B (3.01 g) を ODS フラッシュカラムクロマトグラフィーにより
分画し (溶出溶媒; 10%, 15%, 20%, 50%, 100% EtOH/ H2O) 、 10% EtOH/H2O 
で溶出した Fr. B-1 (98.02 mg) および、 15 ～ 20% EtOH/H2O で溶出した 
Fr. B-2 (317.68 mg) を得た。 
Fr. B-1 (93 mg) を ODS フラッシュカラムクロマトグラフィーにより分画
し (溶出溶媒; H2O, 5%, 15%, 25%, 50%, 100% MeOH/H2O/0.05% HCOOH) 、 
15 ～ 25% MeOH/H2O/0.05% HCOOH で溶出した Fr. B-1-1 (34.76 mg) お
よび、 25% MeOH/H2O/0.05% HCOOH で溶出した Fr. B-1-2 (25.76 mg) を
得た。 
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Fr. B-1-1 (34.76 mg) を ODS フラッシュカラムクロマトグラフィーにより
分画し  (溶出溶媒 ; 5%, 10%, 15%, 20%, 50%, 100% MeOH/H2O/0.05% 
HCOOH) 、 15% MeOH/H2O/0.05% HCOOH で溶出した画分 (5.72 mg) を 
ODS HPLC を用いて精製し (溶出溶媒; 20% MeOH/H2O/0.1% HCOOH) 、 
4-O --glucopyranosyl-p -coumaric acid (2) (0.64 mg) および (2R, 3R)-2, 3- 
dihydroquercetin-7-O -- glucoside (3) (1.44 mg) を得た。 
Fr.B-1-2 (25.76 mg) を  ODS HPLC により精製し  (溶出溶媒 ; 20% 
MeOH/H2O/0.1% HCOOH) 、 brevifolin carboxylic acid (4) (6.45 mg) を得た。 
また、Fr. B-2 (309.35 mg) を ODS フラッシュカラムクロマトグラフィーに
より分画し (溶出溶媒; 15%, 30%, 40%, 100% MeOH/H2O/0.05% HCOOH) 、 
30% MeOH/H2O/0.05% HCOOH でそれぞれ溶出した Fr. B-2-1 (71.32 mg) 、 
Fr.B-2-2 (54.61 mg) 、および Fr. B-2-3 (28.88 mg) を得た。 
Fr. B-2-1 (71.32 mg) を  ODS HPLC により精製し  (溶出溶媒 ; 17% 
CH3CN/H2O/0.1% HCOOH) 、 trans-p-coumaric acid (5) (3.31 mg) 、および 
(-)-evofolin B (6) (1.86 mg) を得た。 
Fr.B-2-2 (54.61 mg) を  ODS HPLC により精製し  (溶出溶媒 ; 19% 
CH3CN/H2O/0.1% HCOOH) 、得られた画分 (7.58 mg) をさらに ODS HPLC 
(溶出溶媒; 17% CH3CN/H2O/0.1% HCOOH) で精製し、 trans -ferulic acid (7) 
(2.03 mg) を得た。 
Fr. B-2-3 (28.88 mg) を ODS HPLC で精製し (溶出溶媒; 19% CH3CN 
/H2O/0.1% HCOOH) 、quercetin-3-O -- glucuronyl-(2→1)--D-xyloside (8) 
(20.82 mg) を得た。 
一方、 Fr. C については、一部 (0.616 g) を ODS カラムクロマトグラフィ
ーにより分画し  (溶出溶媒 ; 10%, 30%, 50%, 100% MeOH/H2O) 、  30% 
MeOH/H2O で溶出した画分 (315.10 mg) を、さらに ODS フラッシュカラム
クロマトグラフィーを用いて分画し (溶出溶媒; 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 
35%, 40%, 50%, 100% MeOH/H2O/0.05% AcOH) 、 20% MeOH/H2O/0.05% 
AcOH で溶出した画分 (33.70 mg) を ODS HPLC を用いて精製し (溶出溶
媒; 20% CH3CN) 、 quercetin-3-O --glucuronide (9) (9.30 mg) を得た。 
また、Fr. C の一部 (0.203 g) を ODS カラムクロマトグラフィーにより分
画し (溶出溶媒; 10%, 30%, 50%, 100% MeOH/H2O) 、 50% MeOH/H2O で溶
出した画分  (7.4 mg) を  ODS HPLC を用いて精製し  (溶出溶媒 ; 50% 
MeOH/H2O/0.1% HCOOH) 、kaempferol-3-O --glucoside (10) (2.88 mg) を
得た。 
残りの Fr. C (2.84 g) を ODS カラムクロマトグラフィーにより分画し (溶
出溶媒; 10%, 30%, 50%, 100% MeOH) 、 30% MeOH で溶出した画分 (1.31 g) 
- 48 - 
 
を、 ODS フラッシュカラムクロマトグラフィーにより分画した (溶出溶媒; 
10%, 15%, 20%, 30%, 100% MeOH/H2O/0.05% AcOH)。20 ～ 30% MeOH/ 
H2O/0.05% AcOH で溶出した画分 (545.92 mg) をさらに ODS フラッシュカ
ラムクロマトグラフィーにより分画して (溶出溶媒; 10%, 15%, 20%, 30%, 
100% MeOH/H2O/0.05% HCOOH) 、 10% MeOH/H2O/0.05% HCOOH で溶
出した画分  (22.6 mg) を  ODS HPLC を用いて精製し  (溶出溶媒 ; 20% 
MeOH/H2O/0.1% HCOOH) 、 strictinin (11) (7.36 mg) を得た。 
 
第 2 節 quercetin-3-O --glucuronyl-(2→1)--D-xyloside (8) が有する糖の決
定 
 
化合物 8 (5.0 mg) を 2N HCl水溶液 (2 mL) に溶解し、100℃ で 1 時間反
応させた。反応後、 H2O を溶出溶媒として、反応物をアンバーライト MB3 に
通導し、脱塩した。エバポレーターで濃縮後、 H2O と EtOAc で液液分配を
行い、アグリコンと糖に分けた。水層の TLC から、糖は glucuronic acid と 
arabinoseであると推測された。 
 glucuronic acid は UV 吸収を持つが、同定したい 5 炭糖は UV 吸収を持
たないため、標品を用いて arabinoseの NH2 HPLC (75% CH3CN/H2O/0.1% 
HCOOH; 3 mL/min; UV detection at 210, 254 nm) での保持時間を求めた。
すなわち、 arabinose をインジェクションし、少量ずつ分取した。得られたフ
ラクションの TLC により、インジェクションから 42 分後付近に溶出すること
が分かった。また、 glucuronic acid はフローチャートから 29 分後に溶出す
ると推測された。 
 次に、水層 (1.75 mg) を上記と同じ条件で NH2 HPLC により分画した。 29 
分に現れたピーク (0.36 mg) を分取し、 1H-NMR を測定したが、 glucuronic 
acid のスペクトルと一致しなかった。他のどのフラクションにも gulucuronic 
acid の存在を確認することができなかった。一方、 39 分から 46 分にかけて
分取したフラクション (0.43 mg) の 1H-NMR スペクトルは、 arabinose では
なく、 xylose のスペクトルと一致したため、 5 炭糖は xylose であると決定
した。 
 また、標品の D-(+)-xylose および L-(-)-xylose と、化合物 8 を加水分解し
て得られた xylose の比旋光度を測定した。D-(+)-xylose (東京化成) は []D 
+20.11°(c 0.93, H2O) であり、L-(-)-xylose (東京化成) は []D -17.22° (c 0.93, 
H2O) であった。化合物 8 から得られた xylose は []D +40.33° (c 0.02, H2O) 
であり、D-(+)-xylose であると決定した。 
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第 3 節 イチゴ熱水抽出物から得られた化合物 
 
pelargonidin-3-O --glucoside (1) 
1H-NMR (CD3OD containing 0.1% TFA-d)  3.41 (H-4’’, t, J = 9.6 Hz), 3.52 
(H-3’’, t, J = 9.6 Hz), 3.55 (H-5’’, ddd, J = 2.1, 6.2, 9.6 Hz), 3.63 (H-2’’, dd, J = 
7.5, 8.9 Hz). 3.69 (H-6’’b, dd, J = 6.2, 12.3 Hz), 3.91 (H-6’’a, dd, J = 2.1, 12.3 
Hz), 5.27 (H-1’’, d, J = 7.5 Hz), 6.65 (H-6, brs), 6.92 (H-8, brs), 7.04 (H-3’/5’, d, 
J = 8.9 Hz), 8.60 (H-2’/6’, d, J = 8.9 Hz), 9.08 (H-4, s); FABMS m/z 433 
[M+H]+. 
 
4-O --glucopyranosyl-p -coumaric acid (2) 
1H-NMR (CD3OD)  7.62 (H-7, d, J = 16.2 Hz), 7.55 (H-2/6, d, J = 8.9 Hz), 
7.12 (H-3/5, d, J = 8.9 Hz), 6.36 (H-8, d, J = 16.2 Hz), 4.96 (H-1’, d, J = 7.6 Hz), 
3.46 (H-2’/3’/5’, m), 3.89 (H-6’a, dd, J = 2.4, 12.4 Hz), 3.69 (H-6’b, m), 3.38 
(H-4’, m); FABMS m/z 325 [M-H]-.  
 
(2R, 3R)-2, 3-dihydroquercetin-7--glucopyranoside (3) 
1H-NMR (CD3OD)  3.34-3.45 (H-2”/3”/4”/5”, m), 3.67 (H-6”b, dd, J = 5.5, 
12.3 Hz), 3.86 (H-6”a, dd, J = 2.1, 12.3 Hz), 4.55 (H-3, d, J = 11.7 Hz), 4.94 
(H-2, d, J = 11.7 Hz), 4.95 (H-1”, d, J = 7.2 Hz), 6.20 (H-6, d, J = 2.1 Hz), 6.22 
(H-8, d, J = 2.1 Hz), 6.79 (H-5’, d, J = 8.2 Hz), 6.84 (H-6’, dd, J = 2.1, 8.2 Hz), 
6.95 (H-2’, d, J = 2.1 Hz). 
 
brevifolin carboxylic acid (4) 
1H-NMR (DMSO-d6)  2.53 (H-2, s), 2.90 (H-3, dd, J = 7.5, 18.5 Hz), 4.35 
(H-2, dd, J = 1.4, 7.5 Hz) 7.26 (H-7, s); HRFABMS m/z 293.0304 [M+H]+ 
(calculated for C13H9O8, 293.0297  0.7 mmu). 
 
trans -p -coumaric acid (5) 
1H-NMR (CD3OD)  6.18 (H-2, d, J = 16.1 Hz), 6.70 (H-4’/5’, d, J = 8.6 Hz), 
7.35 (H-2’/6’, d, J = 8.6 Hz), 7.50 (H-3, d, J = 16.1 Hz); FABMS m/z 165 
[M+H]+ . 
 
(-)-evofolin B (6) 
[]D -17.0°(c 0.04, MeOH); 1H-NMR (Acetone-d6)  3.69 (H-, dd, J = 5.2, 
10.3 Hz), 3.81 (3’-OCH3, s), 3.87 (3-OCH3, s), 4.22 (H-, dd, J = 8.9, 10.3 Hz), 
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4.80 (H-, dd, J = 5.2, 8.9 Hz), 6.73 (H-5’, d, J = 8.2 Hz), 6.80 (H-6’, dd, J = 2.1, 
8.2 Hz), 6.84 (H-5, d, J = 8.2 Hz), 6.99 (H-2’, d, J = 2.1 Hz), 7.58 (H-2, d, J = 
2.1 Hz), 7.65 (H-6, dd, J = 2.1, 8.2 Hz); FABMS m/z 317 [M-H]-. 
 
trans -ferulic acid (7) 
1H-NMR (CD3OD)  3.88 (3-OCH3, s), 6.32 (H-8, brs), 6.80 (H-5, d, J = 8.2 
Hz), 7.05 (H-6, dd, J = 1.7, 7.9 Hz), 7.17 (H-2, d, J = 1.7 Hz), 7.57 (H-7, d, J = 
15.8 Hz); FABMS m/z 195 [M+H]+. 
 
quercetin-3-O --glucuronyl-(2→1)--D-xyloside (8) 
1H-NMR (CD3OD)3.17 (H-5”’a, dd, J = 11.7, 12.4 Hz), 3.31(H-2”’, m), 3.33 
(H-3”’, m), 3.45(H-4”’, m), 3.62 (H-4”/5”, m), 3.64 (H-3”, t, J = 8.6 Hz), 3.74 
(H-2”, dd, J = 7.9, 8.6 Hz), 3.88 (H-5”’b, dd, J = 11.7, 12.7 Hz), 4.74 (H-1”’, d, J 
= 6.5 Hz), 5.57 (H-1”, d, J = 7.9 Hz), 6.17 (H-6, d, J = 1.7 Hz), 6.36 (H-8, d, J = 
1.7Hz), 6.85 (H-5’, d, J = 8.6 Hz), 7.57 (H-6’, dd, J = 2.1, 8.6 Hz), 7.68 (H-2’, d, 
J = 2.1 Hz); 13C-NMR (CD3OD)  66.5 (C-5”’), 71.0 (C-4”’), 73.2 (C-5”), 74.9 
(C-2”’), 77.0 (C-3”’), 77.5 (C-3”), 78.0 (C-4”), 82.0 (C-2”), 94.5 (C-8), 99.7 (C-6), 
100.9 (C-1”), 105.3 (C-1”’), 105.9 (C-10), 116.1 (C-5’), 117.5 (C-2’), 123.1 (C-1’), 
123.3 (C-6’), 135.1 (C-3), 146.0 (C-3’), 149.7 (C-4’), 158.4 (C-10), 158.5 (C-2), 
163.1 (C-5), 165.7 (C-7), 174.9 (C-6”), 179.5 (C-4); HRFABMS m/z 609.1097 
[M-H]- (calculated for 609.1091  0.6 mmu) UV (H2O) max (log) 382 (4.00), 
316 (3.91), 272 (4.23), 198 (8.58). 
 
quercetin-3-O --glucuronide (9) 
1H-NMR (CD3OD) 3.46 (H-2”, t, J = 8.8 Hz), 3.53 (H-3”, t, J = 8.8 Hz), 3.58 
(H-4”, t, J = 9.3 Hz), 3.74 (H-5”, d, J = 9.8 Hz), 5.32 (H-1”, d, J = 7.8 Hz), 6.20 
(H-6, d, J = 2.0 Hz), 6.39 (H-8, d, J = 2.0 Hz), 6.84 (H-5’, d, J = 8.8 Hz), 7.62 
(H-2’/6’, dd, J = 2.0, 6.8 Hz); HRFABMS m/z 479.0824 [M+H]+ (calculated for 
479.0825 -0.2 mmu). 
 
kaempferol-3-O --glucoside (10) 
1H-NMR (CD3OD)  3.20 (H-5’’, ddd, J = 7.6, 2.2 Hz), 3.33 (H-4’’, d, J = 13.7 
Hz), 3.41 (H-3’’, t, J = 9.2 Hz ), 3.43 (H-2’’, t, J = 9.2 Hz), 3.53 (H-6’’b, dd, J = 
5.5, 12.0 Hz), 3.69 (H-6’’a, dd, J = 2.4, 12.0 Hz), 5.25 (H-1’’, d, J = 7.5 Hz), 6.19 
(H-6, d, J = 2.0 Hz), 6.39 (H-8, d, J = 2.0 Hz), 6.88 (H-3’/5’, d, J = 8.9 Hz), 8.05 
(H-2’/6’, d, J = 8.9 Hz); FABMS m/z 447 [M-H]-. 




1H-NMR (CD3OD)  3.61 (Glu H-2, dd , J = 8.2, 8.9 Hz), 3.71 (Glu H-3, dd, J 
= 8.9, 9.6 Hz), 3.81 (Glu H-6, d, J = 13.4 Hz), 4.04 (Glu H-5, dd, J = 6.5, 9.9 
Hz), 4.84 (Glu H-4, dd, J = 9.6, 9.9 Hz), 5.23 (Glu H-6, dd, J = 6.5, 13.4 Hz), 
5.67 (Glu H-1, d, J = 8.2 Hz), 6.54 (HHDP H-3’, s), 6.68 (HHDP H-3, s), 7.13 
(Galloyl H-2/6, s); FABMS m/z 633 [M-H]- . 
 
第 4 節 新規化合物 8の NMRデータ 
 
Figure 20. 1H-NMR spectrum of 8 (in CD3OD) 
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Figure 21. 13C-NMR spectrum of 8 (in CD3OD) 
 
第 2 章 生理活性試験 
 
第 1 節 ラット白色脂肪細胞を用いた脂肪蓄積阻害試験 
 
細胞株および培養条件 
 ラット白色脂肪細胞培養キットを Takara より購入した。 





 ラット白色脂肪細胞を、10% FBS を含む増殖培地で 1×104 cells/mL となる
ように調製し、その細胞懸濁液を 24 well plate に 1 mL ずつ播種した。これ





 48 時間後、分化培地を加えた細胞が分化したことを顕微鏡で確認し、全ての 
well の培地を維持培地 900 L に交換した。さらに、サンプルを DMSO に溶
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解させ、維持培地で希釈し、 100 L 添加した。これを、インキュベータ内で 72 
時間培養した。なお、DMSO の最終濃度は 0.2% となるように調製した。 
 72 時間の培養後、上清を捨て、 PBS で 2 回洗った後、マイルドホルムを 
500 L 加え、4℃ の冷蔵庫内で 2 時間かけて細胞を固定した。 
 2 時間後、マイルドホルムを除き、ミリ Q水で洗浄後、 Oil Red O 溶液 ((Oil 
Red O 0.5 mg : i- PrOH 100 mL の液) : ミリ Q水 = 3 : 2 ) を 100 L 加えて 
15 分間染色した。 
 15 分後、Oil Red O 液を除き、i- PrOH : ミリ Q水 = 3 : 2 の液 100 Lで 
1回洗い、さらにミリ Q水 100 L で洗った。 
 i- PrOH 100 L を加えて Oil Red O を溶出させ、各 well の液を 96 well 
plate に移し、 540 nm での吸光度を測定した。 
次式により、脂肪蓄積率を求めた。 
脂肪蓄積率 (%) 
 = (サンプル投与時の平均吸光度 / コントロールの平均吸光度) × 100 
 
第 2 節 MTT 法による細胞障害性の評価方法 
 
試薬 
 MTT はナカライテスク株式会社より購入した。これを、 5mg/mL となるよ
うに PBS で調製し、濾過滅菌した。 
操作 
 ラット白色脂肪前駆細胞を 2 × 103 cells/well となるように増殖培地で調製
し、その細胞懸濁液を 96 well plate に 180L ずつ播種した。これを、 5% 
CO2 存在下のインキュベータ内、37℃ の条件下で 24 時間培養した。 
 24 時間後、サンプルを DMSO に溶解させ、増殖培地で希釈し、 20 L 添
加した。これを、インキュベータ内で 48 時間培養した。なお、DMSO の最終
濃度は 0.2% となるように調製した。 
 48 時間後、培地を新しい増殖培地 180 L に交換し、 MTT 溶液を 20L 
ずつ添加し、アルミホイルで遮光して、インキュベータ内で 4 時間培養した。 
4 時間後、各 well に 10 w/v% SDS-DMF 溶液を 150 L ずつ添加し、 10 時
間、CO2 インキュベータ内で保管した。 18 時間の保管後、570 nm での吸光
度を測定した。 
下式により細胞生存率を求めた。 
細胞生存率 (%) = 
(サンプル投与時の平均吸光度 / コントロール群での平均吸光度) × 100 
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第 3 節 統計処理と有意差検定 
 
 本研究において得られたすべての結果は、平均値 (mean)±標準偏差 (S.D.) 
で表示した。なお、対照群と検体との間における有意差の検定には one-way 
analysis of varianve (ANOVA) の後に Dunnett’s multiple テストを行い、 5% 
以下の危険率をもって有意差 (P) ありと判定した (* : P < 0.05, ** : P < 0.005, 
# : P < 0.0001)。 
 
第 2 部 ゴボウ由来の免疫賦活作用を有する caffeoylquinic acid 誘導体の探索 
 
原料 
ゴボウ Arctium lappa L. : PAQ株式会社提供 
 
一般機器 
・旋光度 ([]D) : Horiba SEPA-300 型旋光度計 
・紫外線吸収 (UV) スペクトル : SHIMADZU UV-1600 
・赤外線吸収 (IR) スペクトル : SHIMAZU FTIR-8400 
・質量分析 (MS) スペクトル : JEOL JMS SX-102 型質量分析装置 
・核磁気共鳴 (NMR) スペクトル : JEOL GSX-500 型核磁気共鳴装置 
・円二色性 (CD) スペクトル : JASCO J-820 型円二色性分散計 
・分光光度計 : 大日本住友製薬 Viento® XS  
・細胞用インキュベーター : Thermo ELECTRON HEPA CLASS100 
 
クロマトグラフ 
・高速液体クロマトグラフィー (HPLC) : 
Waters 2487 Dual  Absorbance Detector 
Waters 600 Pump 
・HPLC 用カラム :  
Develosil® Packed Columm ODS-HG-5 20 x 250 (NW) M5g (NOMURA 
CHEMICAL) 
・カラムクロマトグラフィー用担体 :  
DIAION HP-20 (Mitsubishi Chemical) 
Sephadex® LH-20 (Pharmacia) 
Cosmosil 75C18-OPN (nacalai tesque) 
・薄層クロマトグラフィー (TLC) :  
RP-18 F254S (MERCK) 
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試薬および細胞株 
・p -Anisaldehyde : 和光純薬工業 
・DPPH : 和光純薬工業 
・FBS : GIBCO 
・Human IL-6 Ready-SET-Go! : eBioscience 
・Human TNF- Ready-SET-Go! : eBioscience 
・Iron (Ⅲ) Chloride, Anhydrous : キシダ化学 
・LPS : SIGMA 
・MTT : nacalai tesque 
・PBS : TAKARA BIO 
・PC/ST : GIBCO 
・RPMI-1640 : SIGMA 
・SDS : 和光純薬工業 
・THP-1 : 大日本住友製薬 




p –アニスアルデヒド 10 mL を EtOH 330 mL に溶解し、AcOH 3 mL および
H2SO4 12 mL を加え、調製した。 
・塩化第二鉄試薬 
Iron (Ⅲ) Chloride, Anhydrous 0.6 g をMeOH 30 mL に溶解し、調製した。 
・基礎培地 
RPMI-1640 450 mL に FBS 50 mL、PC/ST 2mL を加え、調製後 4℃で保存
したものを使用した。 
・DPPH 溶液 
DPPH を 6.0×10-5 M になるように MeOH で溶解し、調製した。用時調製し、
使用直前まで遮光保存した。 
・FBS 溶液 
FBS (放射線滅菌済み) を 56℃、30 分間の条件で非動化した後、冷凍 (－20℃) 
保存し 10 mL ずつ分注して使用した。 
・MTT 溶液 
MTT を 5 w/v% になるように PBS に溶解して濾過滅菌し、4℃ で遮光保存
したものを使用した。 
・PBS 溶液 
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PBS tablet (100 mg/tablet) 10 錠をミリ Q水 1 L に溶解して、オートクレー
ブ滅菌 (121℃、15分) して使用した。 
・SDS-DMF溶液 
20 w/v% の濃度になるように SDS を 0.01N HCl 水溶液で溶解し、次に調製
した 20 w/v% SDS/0.01N HCl  溶液と DMF を 1 : 1 の割合で混和し、10 
w/v% の濃度に調製した。 
・THP-1 細胞  
基礎培地を用い、37℃、5% CO2 存在下にて培養した。 
・Wash Buffer 
PBS tablet (100 mg/tablet) 10 錠を 1 L のミリ Q水に溶解し、Tween 20 を 
0.5 mL 加えて調製した。 
 
第 1 章 ゴボウ(Arctium lappa L.) 由来 caffeoylquinic acid 誘導体の単離 
第 1 節 ゴボウ熱水抽出物の分画 
ゴボウ Arctium lappa L. の乾燥粉末 1.11 kg をオートクレーブ 90℃、30 
min の条件で 2 回熱水抽出し、エキス 720 g を得た。その熱水抽出物を溶出
溶媒 H2O、50% MeOH、MeOH を用いて、HP-20 クロマトグラフィーにより
分画し、H2O 画分 698 g、50% MeOH 画分 30.9 g、MeOH 画分 1.63 g を得
た。そこで、熱水抽出物と H2O、50% MeOH、MeOH 画分について DPPH 法
による抗酸化試験を行ったところ、50% MeOH 画分に活性が見られた。 
続いて、50% MeOH 画分を溶出溶媒 H2O、50% MeOH、MeOH を用いて、
LH-20 クロマトグラフィーにより分画し、Fr. 1 ~ 5 を得た。同様に、DPPH 法
により抗酸化試験を行った。 
活性の見られた Fr. 4 (236 mg) を溶出溶媒 10% MeOH、20% MeOH、30% 
MeOH、MeOH、MeOH (1% HCOOH) を用いて、ODS フラッシュクロマトグ
ラフィーにより分画した。10% MeOH 溶出画分である Fr. 4A のうち Fr.4A-c, 
d, e (116 mg) をさらに 20% CH3CN (0.1% HCOOH) を用いて ODS HPLC に
より精製し、1-O -,5-O -dicaffeoyl-3-O -succinylqunic acid (12) (12.2 mg) を単
離した。 
また、同様に抗酸化活性のみられた Fr. 3 (805 mg) を溶出溶媒 5% MeOH、
10% MeOH、25% MeOH、MeOH、MeOH (1% HCOOH) を用いて、ODS フ
ラッシュクロマトグラフィーにより分画した。5% MeOH 溶出画分である 
Fr.3A のうち Fr. 3A-b (408 mg) をさらに 20% CH3CN (0.1% HCOOH) を用
いて ODS HPLC により精製し、5-O -caffeoylquinic acid (chlorogenic acid) 
(13) (34.1 mg), 1-O -,4-O -dicaffeoyl-3-O -(2-hydroxysuccinyl) quinic acid (14) 
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(22.1 mg), 1-O -,5-O -dicaffeoyl-3-O -(2-hydroxysuccinyl) quinic acid (15) (34.4 
mg) を単離した。 
 
第 2 節 ゴボウから単離した化合物 
1-O -,5-O -dicaffeoyl-3-O -succinylqunic acid (12) 
Yellow amorphous powder; []D + 19.7° (c 0.4, MeOH); 1H-NMR (500 MHz, 
Acetone-d6)  2.09 (1H, m, H-6ax), 2.51-2.65 (7H, H-2ax, H-2eq, H-6eq, H2-2’’’, 
H2-3’’’), 4.01 (1H, dd, J = 3.4, 8.8 Hz, H-4), 5.44 (1H, ddd, J = 3.9, 8.8, 8.8 Hz, 
H-5), 5.50 (1H, m, H-3), 6.28 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-8”), 6.38 (1H, d, J = 15.6 
Hz, H-8’), 6.87 (2H, d, J = 8.3 Hz, H-5’, H-5”), 7.04 (1H, dd, J = 2.0, 8.3 Hz, 
H-6’, H-6”), 7.08 (1H, dd, J = 2.0, 8.3 Hz, H-6’, H-6”), 7.17 (1H, d, J = 2.0 Hz, 
H-2’, H-2”), 7.22 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2’, H-2”), 7.59 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-7’, 
H-7”), 7.63 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-7’, H-7”); HRFABMS m/z: 615.13451 [M-H]- 
(calcd. for C29H27O15, 615.13498). 
 
5-O -caffeoylquinic acid (chlorogenic acid) (13) 
 Yellow amorphous powder; []D － 45.0° (c 1.4, H2O); 1H-NMR (500 MHz, 
DMSO-d6)  1.76-2.02 (4H, H-2ax, H-2eq, H-6ax, H-6eq), 3.56 (1H, dd, J = 2.9, 
7.3 Hz, H-4), 3.92 (1H, m, H-3), 5.07 (1H, m, H-5), 6.14 (1H, d, J = 16.1 Hz, 
H-8’), 6.76 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-5’), 6.97 (1H, dd, J = 2.0, 8.3 Hz, H-6’), 7.03 
(1H, d, J = 2.0 Hz, H-2’), 7.41 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-7’); HRFABMS m/z: 
353.08684 [M-H]- (calcd. for C16H17O9, 353.08723). 
 
1-O -,4-O -dicaffeoyl-3-O -(2-hydroxysuccinyl)quinic acid (14) 
 Green amorphous powder; []D - 120° (c 0.1, MeOH); UV (MeOH) max (log 
) 329 (4.45), 298 (4.34), 245 (4.23), 218 (4.39), 203 (4.40) nm; IR (KBr):~ = 
3271, 1732, 1714, 1699, 1693, 1682, 1634, 1601, 1520, 1285, 1163, 1111, 1047, 
1024 cm–1; 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6)  1.89 (1H, m, H-6aq), 2.35-2.59 
(5H, H-2ax, H-2eq, H-6eq, H2-2’’’), 4.12 (1H, ddd, J = 3.9, 9.3, 11.7 Hz, H-5), 
4.22 (1H, dd, J = 4.9, 7.8 Hz, H-3’’’), 4.88 (1H, dd, J = 3.4, 9.3 Hz, H-4), 5.40 
(1H, m, H-3), 6.21 (1H, d, J = 16.1, H-8”), 6.27 (1H, d, J = 16.1, H-8’), 6.76 (2H, 
d, J = 7.8 Hz, H-5’, H-5”), 6.98 (1H, dd, J = 2.0, 7.8 Hz, H-6’), 7.00 (1H, dd, J = 
2.0, 7.8 Hz, H-6”), 7.04 (2H, d, J = 2.0 Hz, H-2’, H-2”), 7.45 (1H, d, J = 16.1 Hz, 
H-7”), 7.48 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-7’); 13C-NMR (500 MHz, DMSO-d6) 
C-2) 40.5 (C-2’’’ CD3OD), 42.1 (C-6 CD3OD), 63.3 (C-5), 66.7 (C-3’’’), 
68.6 (C-3), 74.1 (C-4), 78.9 (C-1), 113.9 (C-8”), 114.1 (C-8’), 114.8 (C-2’, C-2”), 
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115.0 (C-2’, C-2”), 115.7 (C-5’, C-5”), 115.8 (C-5’, C-5”), 121.3 (C-6’, C-6”), 
121.3 (C-6’, C-6”), 125.3 (C-1’), 125.5 (C-1”), 145.1 (C-7’, C-7”), 145.5 (C-3’, 
C-3”), 145.6 (C-3’, C-3”), 145.7 (C-7’, C-7”), 148.3 (C-4’, C-4”), 148.5 (C-4’, 
C-4”), 165.3 (C-9’), 166.0 (C-9”), 169.5 (C-1’’’), 172.0 (C-7), 174.2 (C-4’’’); 
HRFABMS m/z: 631.13020 [M-H]- (calcd. for C29H27O16, 631.12988). 
 
1-O -, 5-O -dicaffeoyl-3-O -(2-hydroxysuccinyl)quinic acid (15) 
 Green amorphous powder; []D - 33.9° (c 0.2, MeOH); UV (MeOH) max (log 
) 330 (4.50), 299 (4.38), 245 (4.26), 218 (4.43), 202 (4.42) nm; IR (KBr);~ = 
3252, 1732, 1713, 1697, 1631, 1599, 1279, 1159, 1111, 1045, 1022 cm–1; CD 
(MeOH) max 344 (15.0), 319 (0.0), 286 (-6.0) 1H-NMR (500 MHz, 
DMSO-d6)  1.97 (1H, m, H-6ax), 2.30-2.48 (3H, H-2ax, H-2eq, H-6eq), 
2.50-2.67 (2H, H-2’’’), 3.85 (1H, dd, J = 3.2, 8.6  Hz, H-4), 4.24 (1H, dd, J = 
4.9, 7.1 Hz, H-3’’’), 5.17 (1H, ddd, J = 3.9, 8.6, 9.8 Hz, H-5), 5.29 (1H, m, H-3), 
6.21 (1H, d, J = 15.9, H-8”), 6.25 (1H, d, J = 15.9, H-8’), 6.76 (2H, d, J = 8.1 Hz, 
H-5’, H-5”), 7.00 (1H, dd, J = 1.5, 8.1 Hz, H-6’, H-6”), 7.06 (2H, d, J = 1.5 Hz, 
H-2’, H-2”), 7.48 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-7’, H-7”); 13C-NMR (500 MHz, 
DMSO-d6) C-2) 35.1 (C-6), 40.5 (C-2’’’ CD3OD), 66.7 (C-3’’’), 68.5 (C-4), 
69.7 (C-5), 71.1 (C-3), 78.7 (C-1), 113.7 (C-8’), 113.9 (C-8”), 114.8 (C-2’, C-2”), 
115.0 (C-2’, C-2”), 115.8 (C-5’, C-5”), 115.8 (C-5’, C-5”), 121.3 (C-6’, C-6”), 
121.3 (C-6’, C-6”), 125.3 (C-1”), 125.5 (C-1’), 145.4 (C-7’, C-7”), 145.5 (C-3’, 
C-3”), 145.6 (C-3’, C-3”), 145.9 (C-7’, C-7”), 148.4 (C-4’, C-4”), 148.5 (C-4’, 
C-4”), 165.1 (C-9’), 165.9 (C-9”), 169.8 (C-1’’’), 171.9 (C-7), 174.4 (C-4’’’); 
HRFABMS m/z: 631.13007 [M-H]– (calcd. for C29H27O16, 631.12988). 
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第 3 節 新規化合物 14の NMRデータ 
Figure. 22. 1H-NMR spectrum of 14 (in DMSO-d6) 
Figure. 23. 13C-NMR spectrum of 14 (in DMSO-d6) 
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Figure. 24. 13C-NMR spectrum of 14 (in CD3OD) 
第 4 節 新規化合物 15の NMRデータ 
Figure. 25. 1H-NMR spectrum of 15 (in DMSO-d6) 
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Figure. 26. 13C-NMR spectrum of 15 (in DMSO-d6) 
Figure. 27. 13C-NMR spectrum of 15 (in CD3OD) 
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第 2 章 単離したゴボウ由来 Caffeoylquinic acid 誘導体の生理活性評価  
 
第 1 節 DPPH法による抗酸化活性評価 
 
サンプルを 0.625、1.25、2.5、5、7.5、10、20、40 M の 8 濃度に希釈し
た。希釈溶媒には、MeOH を用いた。96 well plate に DPPH 溶液 270 L と
サンプル 30 L を混合して室温、遮光条件で 30 分間反応させた。同様の条件
で MeOH 270 L とサンプル 30 L の混合液をブランク、また DPPH 溶液 
270 L とMeOH 30 L を混合した溶液をコントロールとした。反応液を 515 
nm での吸光度を測定し、DPPH 阻害率 (%) を計算した 41)。 
 
DPPH 阻害率 (%) ＝ [ { ABSC - ( ABSS - ABSB ) } / ABSC ] × 100 
ABSC : コントロールの吸光度 
ABSS : サンプルの吸光度 
ABSB : ブランクの吸光度 
 
第 2 節 THP-1細胞を用いたサイトカイン産生に及ぼす影響 
  
 THP-1 培養細胞を 1.5 × 105 cells/well の割合に基礎培地で調製し、その細
胞懸濁溶液を 24 well plate に 960 L ずつ加え、5% CO2存在下のインキュベ
ータ内、37 ℃ の条件下で 4 時間予備培養した。 
サンプルは、 DMSO 溶液に溶解し、最終濃度 5、10、50 μM になるように
PBSを用いて希釈した。なお、DMSO の最終濃度は 0.3% に調製した。 
LPS 溶液は、最終濃度が 100 ng/mL になるように PBS を用いて希釈した。 
4 時間培養した細胞に、サンプル溶液を 20 L、LPS 溶液 20 L を投与し、
24 ~ 48 時間培養した。また、コントロール群には、サンプルを溶解した DMSO 
溶液に代わり、それと同様に、DMSO のみを加えたものを用いた。 
24 ~ 48 時間の培養後、24 well plate から 1 well ごとに全量を、それぞれ
エッペンチューブに回収し、1000 rpm 、室温、10 min の条件で遠心し、上清
を 100 L ずつ TNF- および IL-6 について、それぞれ 96 well plate に加え、
－80℃ で保存した。 
 含まれるサイトカイン (TNF-、IL-6) については ELISA 法にて測定した。 
 
 
第 3 節 MTT法 
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 細胞を 1.0 × 105 cells/mL の割合になるように基礎培地で調製し、その細胞
懸濁溶液を 96 well plate に 160 L ずつ加え、CO2 インキュベータ内で 4 時
間培養した。 
サンプルは、THP-1 細胞を用いた炎症性サイトカイン産生試験に用いたサン
プル溶液を PBS、DMSO、培地を用いて 5 倍 に希釈し、最終濃度が 5、10、
50 μM になるように調整した。また、LPS 溶液もサンプルと同様に、PBS 培
地を用いて 5 倍に希釈し、最終濃度が 100 ng/mL になるように調節した。 
4 時間培養した細胞に、サンプル溶液を 20 L、LPS 溶液 20 L を投与し、
24、48 時間培養した。また、コントロール郡には、サンプルを溶解した DMSO 
溶液に代わり、それと同様に、DMSO のみを加えたものを用いた。 
24、48 時間培養後、各 well に 20 L ずつ MTT 溶液を加えて、アルミホ
イルで遮光し、CO2 インキュベータ内で 4 時間保管した。 
4 時間の保管後、各 well に SDS-DMF 溶液を 100 L ずつ添加して、さら






細胞生存率 (%) = 
[(サンプル投与時の平均吸光度 ─ サンプルブランクの平均吸光度 ) /  
(コントロール群での平均吸光度 ─ コントロールブランク群での平均吸光度)]× 
100 
 
第 4 節 ELISA 法 
 
96 well plate に Coating Buffer (×10) で希釈した capture antibody (×250) 
を 100 L/well 加え、室温、遮光条件で一晩 (18 時間) 培養した。 
200 L/well の Wash Buffer で 3 回洗浄後、希釈した Assay Diluent (5× 
concentrated Assay Diluent : ミリ Q水 = 1 : 4) を 200 L/well 加え、室温で 
1 時間培養した。 
200 L/well の Wash Buffer で 3 回洗浄後、100 L/well のサンプルまたは 
Assay Diluent (×1) で希釈した standerd (TNF- : 500、250、125、62.5、31.25、
15.625、7.8125、0 pg/mL)、(IL-6 : 200、100、50、25、12.5、6.25、3.125、0 
pg/mL）を加えた後、室温、遮光条件で 2 時間培養した。 
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200 L/well の Wash Buffer で 6 回洗浄後、Assay Diluent で detection 
antibody (×250) を希釈し、その希釈液を 100 L/well 加え、室温、遮光条件
で 1 時間培養した。 
200 L/wellの Wash Buffer で 6 回洗浄後、Assay Diluent で Avidin-HRP 
(×250) を希釈し、その希釈液を 100 L/well 加え、室温、遮光条件で 30 分間
培養した。 
200 L/well の Wash Buffer で 6 回洗浄後、Substrate Solution を 100 
L/well 加え、室温、遮光条件で 15 分間培養し、Stop Solution (1M H3PO4) を 
50 L/well 加え、450 nm の波長で吸光度を測定した。 
 
第 5 節 統計処理と有意差検定 
  
 本研究において得られたすべての結果は、平均値 (mean) ± 標準偏差 (S.D.) 
で表示した。なお、対照群と検体との間における有意差の検定には Student の
t 検定法を用いて処理し、0.5 % 以下の危険率をもって有意差 (p) ありと判定
した。( * : p < 0.005, ** : p < 0.001 ) 
 
第 3 部 金時草の抗ストレス効果 
 
動物 






により乾燥粉末にしたものを利用し、それぞれ 100g/L になるよう調整した。 
 
サンプル投与 
摂取群では 10mL/kgで 1 回経口投与した。非摂取群は蒸留水のみ投与した。 
  
 
第 1 章 マウスの拘束ストレス負荷方法 
  
 長さ 10cm 直径 4.5cm の PVP管の片端に縦 1cm 横 7cm のアクリル板で固
定した。マウス投入後、入り口をビニールテープ及び瓶のふたを用いて閉じた。 
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第 2 章 採血及びコルチコステロン濃度測定 
 
 マウスを断頭採血し血液を得た。血液を 34000rpm で 10 分間遠心分離し血
清を得た。血清 50L と CH2Cl2 50mL を混合攪拌し、3000rpm で 10 分間、
遠心分離を行い、下液 25mL に EtOH:H2SO4=3:7 溶液 75mL を添加し呈色さ


















- 67 - 
 
引用文献 
1) OECD obesity update 2017, OECD Publishing, Paris 2017, pp. 1-8. 
2) 平成 27年 国民健康・栄養調査報告（厚生労働省） pp. 46. 
http://www.mhlw.go.jp/bunya/kenkou/eiyou/dl/h27-houkoku.pdf 
3) C. Anesini, G. E. Ferraro, and R. Filip. Total Polyphenol Content and Antioxidant 
Capacity of Commercially Available Tea (Camellia sinensis) in Argentina. J. Agric. 
Food Chem., 2008, 56, 9225-9229. 
4) T. Hatano, M. Tsugawa, M. Kusuda, S. Taniguchi, T. Yoshida, S. Shiota, abd T. 
Tsuchiya. Enhancement of antibacterial effects of epigallocatechin gallate, using 
ascorbic acid. Phytochem., 2008, 69, 3111-3116. 
5) T. Kanda, H. Akiyama, A. Yanagida, M. Tanabe, Y. Goda, M. Toyoda, R. Teshima, 
and Y. Saito. Inhibitory Effects of Apple Polyphenol on Induced Histamine Release 
from RBL-2H3 Cells and Rat Mast Cells. Biosci. Biotech. Biochem., 1998, 62, 
1284-1289. 
6) M. Larsen, L. Poll, CE. Olsen. Evaluation of the aroma composition of some 
strawberry (Fragaria ananassa Duch) cultivars by use of odour threshold values. Z 
Lebensm Unters Forsch, 1992, 195, 536-539. 
7) S. M. Hannum. Potential Impact of Strawberries on Human Health. Crit. Rev. Food 
Sci. Nutr., 2004, 44, 1-17. 
8) R. Puupponen-Pimia, L. Nohynek, S. Hartmonn-Schmidlin, M. Kahkonen, M. 
Heinonen, K. Maatta-Riihinen, and K. M. Oksman-Caldentey. Berry phenolics 
selectively inhibit the growth of intestinal pathogens. J. Appl. Microbiol., 2005, 98, 
991-1000. 
9) N. P. Seeram, R. A. Momin, M.G. Nair, and L. D. Bourquin. Berry Extracts Exert 
Different Antiproliferative Effects against Cervical and Colon Cancer Cells Grown in 
Vitro. Phytomed., 2001, 8, 362-369. 
10) G. J. Mcdougall, H. A. Ross, M. Ikeji, and D. Stewart. Berry Extracts Exert 
Different Antiproliferative Effects against Cervical and Colon Cancer Cells Grown in 
Vitro. J. Agric. Food Chem., 2008, 56, 3016-3023. 
11) E. M. Kuskoski, J.M. Vega, J. J. Rios, R. Fett, A. M. Troncoso, and A. G. Asuero, 
Characterization of Anthocyanins from the Fruits of Baguaçu (Eugenia umbelliflora 
Berg). J. Agric. Food Chem., 2003, 51, 5450-5454. 
12) K. Struijs, J. -P. Vincken, R. Verhoef, W. H. M. van Oostveen-van Casteren, A. G. J. 
Voragen, and H. Gruppen. The flavonoid herbacetin diglucoside as a constituent of 
the lignan macromolecule from flaxseed hulls. Phytochem., 2007, 68, 1227-1235. 
- 68 - 
 
13) H. Pan, and L. N. Lundgren, Phenolic extractives from root bark of Picea abies. 
Phytochem., 1995, 39, 1423-1428. 
14) W. Gaffield. Circular dichroism, optical rotatory dispersion and absolute 
configuration of flavanones, 3-hydroxyflavanones and their glycosides: 
Determination of aglycone chirality in flavanone glycosides. Tetrahedron, 1970, 26, 
4093-4108. 
15) S.A.M. Hussein, H. H. Barakat, I. Merfort, and M. A. M. Nawwar. Tannins from the 
leaves of Punica granatum. Phytochem., 1997, 45, 819-823. 
16) R. Kort, H. Vonk, X. Xu, W. D. Hoff, W. Crielaard, and K. J. Hellingwerf. Evidence 
for trans-cis isomerization of the p-coumaric acid chromophore as the photochemical 
basis of the photocycle of photoactive yellow protein. FEBS Lett., 1996, 382, 73-78. 
17) Wu TS, Yeh JH, and Wu PL. The heartwood constituents of Tetradium glabrifolium. 
Phytochem., 1995, 40, 121-124. 
18) Tan J, P. Bednarek, Liu J, B. Schneider, A. Svatos, and K. Hahlbrock. Universally 
occurring phenylpropanoid and species-specific indolic metabolites in infected and 
uninfected Arabidopsis thaliana roots and leaves. Phytochem., 2004, 65, 691-699. 
19) Moon JH, T. Tsushida, K. Nakahara, and J. Terao. Identification of quercetin 
3-O-β-D-glucuronide as an antioxidative metabolite in rat plasma after oral 
administration of quercetin. Free Radical Biology and Medicine, 2001, 30, 
1274-1285. 
20) Lu Y, and Foo LY. The polyphenol constituents of grape pomace. Food Chem., 
1999, 65, 1-8. 
21) K. Yagi, K. Goto, and F. Nanjo, Identification of a Major Polyphenol and 
Polyphenolic Composition in Leaves of Camellia irrawadiensis. Chem. Pharm. Bull., 
2009, 57, 1284-1288. 
22) Yong M, Kun G, and Qiu MH. A new lignan from the seeds of Arctium lappa.  
Journal of Asian Natural Products Research, 2007, 9, 541-544. 
23) Park SY, Hong SS, Han XH, Hwang JS, Lee D, Ro JS, and Hwang BY. Lignans 
from Arctium lappa and their inhibition of LPS-induced nitric oxide production. 
Chem. Pharm. Bull., 2007, 55, 150-152. 
24) Park SY, Hong SS, Han XH, Ro JS, and Hwang BY. Inhibitory constituents of 
LPS-induced nitric oxide production from Arctium lappa. Natural Product Sciences, 
2005, 11, 85-88. 
25) Ming DS, Guns ES., Eberding A, and Towers GH. Isolation and characterization of 
compounds with anti-prostate cancer activity from Arctium lappa L. using 
bioactivity-guided fractionation.  Pharmaceutical Biology, 2004, 42, 44-48. 
- 69 - 
 
26) T. Matsumoto, K. Hosono-Nishiyama, and H. Yamada. Antiproliferative and 
apoptotic effects of butyrolactone lignans from Arctium lappa on leukemic cells. 
Planta Medica, 2006, 72, 276-278. 
27) K. Umehara, M. Nakamura, T. Miyase, M. Kuroyanagi, and A. Ueno. A. Studies on 
differentiation inducers. VI. Lignan derivatives from Arctium Fructus. Chem. Pharm. 
Bull., 1996, 44, 2300-2304. 
28) K. Umehara, A. Sugawa, M. Kuroyanagi, A. Ueno, and T. Taki. Studies on 
differentiation-inducers from Arctium Fructus. Chem. Pharm. Bull., 1993, 41, 
1774-1779. 
29) A. Kardosová, A. Ebringerová, J. Alföldi, G. Nosál'ová, S. Franová, and V. 
Hríbalová. A biologically active fructan from the roots of Arctium lappa L., var. 
Herkules. International Journal of Biological Macromolecules, 2003, 33, 135-140. 
30) Y. Kato, and T. Watanabe. Isolation and characterization of a xyloglucan from gobo 
(Arctium lappa L.). Biosci. Biotech. and Biochem., 1993, 57, 1591-1592. 
31) M. Takasugi, S. Kawashima, N. Katsui, and A. Shirata. Two polyacetylenic 
phytoalexins from Arctium lappa. Phytochemistry, 1987, 26, 2957-2958. 
32) T. Washino, H. Kobayashi, and Y. Ikawa. Structures of Lappaphen-a and 
Lappaphen-b, New Guaianolides Linked with a Sulfur-containing Acetylenic 
Compound, from Arctium lappa L. Agric. Biol. Chem., 1987, 51, 1475-1480. 
33) A. Ichihara, K. Oda, Y. Numata, and S. Sakamura. Lappaol A and B, novel lignans 
from Arctium lappa L. Tetrahedron Lett., 1976, 17, 3961-3964. 
34) Y. Murata, J. Kawabata, and R. Niki. Antioxidative caffeoylquinic acid derivatives 
in the roots of burdock (Arctium lappa L.). J. Agric. Food Chem., 1995, 43, 
2592-2595. 
35) A. P. Almeida, M. M. Miranda, I. C. Simoni, M. D. Wigg, M. H. Lagrota, and S. S. 
Costa. Flavonol Monoglycosides Isolation from the Antiviral Fractions of Persea 
Americana (Lauraceae) Leaf Infusion. Phytother. Res., 1998, 12, 562-567. 
36) HMDBWeb : http://www.hmdb.ca/spectra/nmr_one_d/1115. 
37) Y. Chuda, H. Ono, M. Ohnishi-Kameyama, T. Nagata, and T. Tsushida. Structural 
Identification of Two Antioxidant Quinic Acid Derivatives from Garland 
(Chrysanthemum coronarium L.). J. Agric. Food. Chem., 1996, 44, 2037-2039. 
38) G. F. Pauli, F. Poetsch, and A. Nahrstedt. Structure Assignment of Natural Quinic 
Acid Derivatives using Proton Nuclear Magnetic Resonance Techniques. Phytochem. 
Anal., 1998, 9, 177-185. 
- 70 - 
 
39) A. Tolonen, T. Joutsamo, S. Mattlla, T. Kämäräinen, and J. Jalonen. Identification of 
Isomeric Dicaffeoylquinic Acids from Eleutherococcus senticosus using 
HPLC-ESI/TOF/MS and 
1
H-NMR Methods. Phytochem. Anal., 2002, 13, 316-328. 
40) Wu C, Chen F, Wang X, Wu Y, Dong M, He G, R. D. Galyean, He L, and Huang G. 
Identification of Antioxidant Phenolic Compounds in Feverfew (Tanacetum 
parthenium) by HPLC-ESI-MS/MS and NMR. Phytochem. Anal., 2007, 18, 
401-410. 
41) J. Heilmann, E. Müller, and I. Merfort. Fravonoid glucosides and dicaffeoylquinic 
acids from flowerheads of Buphthalmum salicifolium. Phytochemistry, 1999, 51, 
713-718. 
42) W. E. Robinson Jr., M. G. Reinecke, S. Abdel-Malek, Q. Jia, and S. A. Chow. 
Inhibiters of HIV-1 replication that inhibit HIV integrase. Proc. Nati. Acad. Sci. 
USA., 1996, 93, 6326-6331. 
43) M. S. Blois. Antioxidant determinations by the use of a stable free radical. Nature. 
1958, 181, 1199-1200. 
44) P. Basnet, K. Matsushige, K. Hase, S. Kadota, and T. Namba. Four di-O-caffeoyl 
quinic acid derivatives from propolis. Potent hepatoprotective activity in 
experimental liver injury model. Biol. Pharm. Bull., 1996, 19, 1479-1484. 
45) Long H, Yang JJ, Liu HW, Wang TS, Huang AJ, and Sun YL. Analysis of 
chlorogenic acid in herbal medicines by capillary electrophoresis. Chinese Chemical 
Letters, 1998, 9, 941-944. 
46) H. Shimozono, M. Kobori, H. Shinmoto, and T. Tsushida. Suppression of the 
melanogenesis of mouse melanoma B 16 cells by sweet potato extract. Nippon 
Shokuhin Kagaku kaishi, 1996, 43, 313-317. 
47) Zhu X, Zhang H, and Lo R. Phenolic compounds from the leaf extract of artichoke 
(Cynara scolymus L.) and their antimicrobial activities. J. Agric. Food Chem., 2004, 
52, 7272-7278. 
48) Kim SS, Park RY, Jeon HJ, Kwon YS, and Chun W. Neuroprotective effects of 
3,5-dicaffeoylquinic acid on hydrogen peroxide-induced cell death in SH-SY5Y 
cells. Phytotherapy Res., 2005, 19, 243-245. 
49) W. E. Robinson Jr., M. Cordeiro, S. Abdel-Malek, Q. Jia, S. A. Chow, M. G. 
Reinecke, and W. M. Mitchell. Dicaffeoylquinic acid inhibitors of human 
immunodeficiency virus integrase: Inhibition of the core catalytic domain of human 
immunodeficiency virus integrase. Molecular Pharmacology, 1996, 50, 846-855. 
- 71 - 
 
50) S. Terada, K. Ito, M. Taka, N. Ogose, N. Noguchi, and Y. Koide. -glucosidase 
inhibitory active components and glucose level lowering effect of Yacon aerial part 
extract. Natural Medicines, 2003, 57, 89-94. 
51) B. N. Timmermann, J. J. Hoffmann, S. D. Jolad, K. H. Schram, R. E. Klenck, and R. 
B. Bates. Constituents of Chrysothamnus paniculatus 3: 3, 4, 5-Tricaffeoylquinic 
acid (a new shikimate prearomatic) and 3, 4-, 3, 5- and 4, 5-dicaffeoylquinic acids. J. 
Nat. Prod., 1983, 46, 365-368. 
52) K. Cimanga, T. De Bruyne, S. Apers, L. Pieters, J. Totté, K. Kambu, L. Tona, P. 
Bakana, L. Q. van Ufford, C. Beukelman, R. Labadie, and A. J. Vlietinck. 
Complement-inhibiting constituents of Bridelia ferruginea stem bark. Planta Medica, 
1999, 65, 213-217. 
53) 平成 28年 国民生活基礎調査の概況(厚生労働省)  
http://www.mhlw.go.jp/toukei/saikin/hw/k-tyosa/k-tyosa16/dl/16.pdf, pp. 21. 
54) M. Watanabe, K. Musumi, and J. Ayugase. 紫ニンジン色素抽出物の拘束ストレ
ス負荷マウスに及ぼす効果. 日本食品科学工学会誌, 2011, 58, 7-15. 
55) Thernlund GM, Dahlquist G, Hansson K, Izarsson SA, Ludvigsson J, Sjöblad S, 
Hägglöf B. Psychological stress and the onset of IDDM in children. Diabetes Care, 
1995, 18, 1323-1329. 
56) 海野けい子. 社会心理的ストレスによる老化の促進とテアニンの抗ストレ
ス効果. 基礎老化研究, 2011, 35, 9-15 
57) T. Kanehira, Y. Nakamura, K. Nakamura, K. Horie, N. Horie, K. Furugori, Y. Sauchi, 
and H. Yokogoshi. Relieving Occupational Fatigue by Consumption of a Beverage 
Containing g-Amino Butyric Acid. Journal of Nutritional Science and Vitaminology, 
2011, 57, 9-15. 
58) Wuen YT, Kae SS, Richardson J. S. M, Wahab NA, and Hoe SZ Antiozidant 
Capacity, Cytotoxicity, and Acute Oral Toxicity of Gynura bicolor. Evidence-Based 
Complementary and Alternative Medicine, 2013, Article ID 958407: 10 pages. 
59) Wu CC, Lii CK, Liu KL, Chen PY, and Hsieh SL. Antiinflammatory Activity of 
Gynura bicolor (紅鳳菜 Hóng Fèng Cài) Ether Extract Through Inhibits Nuclear 
Factor Kappa B Activation. Journal of Traditional and Complementary Medicine, 
2013, 3, 48-52. 
60) Li WL, Ren BR, Min-Zhuo, Hu Y, Lu CG, Wu JL, Chen J, and Sun S. The 
Anti-Hyperglycemic Effect of Plants in Gynura cass. The American Journal of 
Chinese Medicine, 2009, 37, 961-966. 
61) Silber RH, Busch RD, and Oslapas R. Practical Procedure for Estimation of 
Corticosterone or Hydrocortisone. Clinical Chemistry, 1958, 4, 278-285. 
